428 


F. E. LEHMANN 


Lyonet, P. 1760. Tratte anatomique de la chenille qui ronge le bois de 
saule. Den Haag. 587 S., 18 Taf. 

Nüesch, H. 1952. Über den Einfluss der Nerven auf die Muskelent¬ 
wicklung bei Telea polyphemus (Lepid.). Revue Suisse 
Zool., 59: 294-301. 

Nüesch, H. 1953. The Morphology of the Thorax of Telea polyphemus 
(Lepidoptera). I. Skeleton and Muscles. J. Morph. 
93: 589-609. 

Williams, C. M. und H. A. Schneidermann. 1952. The necessity of 
motor inner vation for the development of insect muscles. 
Anat. Rec. 113: 560. 


N° 19. F. E. Lehmann, Bern. — Totale Regenerations¬ 
hemmung am Schwänze der Xenopuslarve, bewirkt 
durch partiell histostatische Substanzpaare * 

(Mit 3 Textabbildungen und 1 Tabelle.) 

Aus der Abteilung für Zoophysiologie des Zoologischen Institutes der 
Universität Bern. 

1. Zur Kennzeichnung partiell histostatischer Substanzen im 
Regenerationsversuch. — Die Suche nach Stoffen, die die Re¬ 
generation des Schwanzes der Xenopus-L&rve selektiv hemmen, 
ohne die Vitalität der Versuchstiere wesentlich herabzusetzen, hat 
in den letzten Jahren positive Resultate gebracht. Die Regenera¬ 
tion der amputierten Schwanzspitze kann bei der Xenopus -Larve 
durch verschiedene Stoffe mehr oder weniger weitgehend unter¬ 
drückt werden. Schon früher hat unsere Arbeitsgruppe ermittelt, 
dass Stoffe aus verschiedenen Körperklassen wirksam sind und in 
verschiedenartige Teilprozesse der Regeneration eingreifen (Leh¬ 
mann und Bretscher 1952, Dettelbach 1952). Die Standard¬ 
substanz Golchicin bewirkt in erster Linie eine Zytoklasie 
mitotischer Zellen (Lüscher 1946 b) und eine Hemmung der 
migratorischen Aktivität (Hadorn und Chen 1953). Ein 
Chinoxalin derivat, das l,2-Dihydro-3-methyl- 7-(oder 6) 


* Ausgeführt mit Unterstützung der Eidg. Kommission zur Förderung 
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äthoxychinoxalon (2) (Lehmann 1951 und Lehmann und 
Bretscher 1952) bewirkt eine Zytoklasie ruhender differenzierungs- 
bereiter Zellen in den letzten zwei Dritteln der Regenerationsphase 
und zudem eine allgemeine Wachstumshemmung. 

Verschiedene Aminoketone (Lehmann, Bretscher, 
Kühne, Sorkin, Erne und Erlenmeyer 1950), die als Analoge 
von Aminosäuren zu betrachten sind, haben sich als starke Histo- 
statica erwiesen: das Aminoketon 13, ein Analoges des 
Valins das DL-3-Amino-4-Methyl-Pentanon (2)-Hydrochlorid; 
ferner 2 Analoge des Leucins: 

Aminoketon 5, DL-2-Methyl-4-Amino-Hexanon-Hydro- 
chlorid. 

Aminoketon 9, DL-4-Amino-6-Methyl-Heptanon-(3)- 
Hydrochlorid. 

Wie Dettelbach (1952) gezeigt hat, sind diese Aminoketone 
hauptsächlich Hemmer der migratorischen und der proteolytischen 
Aktivität der Regenerationsregion in den allerersten Tagen sowie 
der histogenetischen Funktionen, ohne dass wesentliche Mitose¬ 
abnormitäten auftreten. Die Aminoketone sind demnach in erster 
Linie Histostatica und nicht Antimitotica. 

Alle diese Stoffe bewirken ausserhalb des allgemein toxischen 
Bereiches eine Hemmung der Regeneratsleistung von 30 — 70%, 
wenn die totale Hemmung der Regenerationsleistung — 100% und 
die Leistung der Kontrolle = 0% Hemmung gesetzt wird. 

Inzwischen haben wir weitere gut wirksame Hemmstoffe 
gefunden. 

1. Vertreter der Aminoalkohole (s. Suter 1950), die ebenfalls wie 
die Aminoketone als Analoge der entsprechenden Aminosäuren 
aufgefasst werden können. Das L e u c i n o 1 , das uns von 
Prof. H. Erlenmeyer wie von Prof. P. Karrer zur Verfügung 
gestellt wurde, hat nur eine schwache Hemmwirkung entfaltet. 
Dagegen haben das T y r o s i n o 1 wie das H i s t i d i n o 1 , 
die beide von Prof. P. Karrer synthetisiert wurden, eine sehr 
beträchtliche Regenerationshemmung erzeugt (Tyrosinol im 
Bereich von 1: 4 000 bis 1: 32 000 und Histidinol von 1: 8 000 
bis 1: 250 000). 

2. Als Abbauprodukt von Kollagen kommt Glucosamin in 
Frage. Eine Hemmwirkung dieser Substanz an Tumoren war 
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von Quastel und Cantero (1953) angegeben, von Lettre 
(1953) bestritten worden. Die Schwanzregeneration bei Xenopus 
wird durch Lösungen von D-Glucosamin-Hydrochlorid im 
Bereiche von 1: 500 und 1: 2 000 erheblich gehemmt. 

3. Als Hemmfaktor des Umsatzes gewisser Proteine spielt schliess¬ 
lich nach Morgan und Parker (1953) Kobaltsulfat 
(CoS0 4 ) eine Rolle, dessen Wirkung insbesondere durch Histidin 
aufgehoben wird. Cobalt bildet nach Hearon (1949) Komplex¬ 
salze mit Histidin. CoS0 4 erzeugt ebenfalls im Regenerationstest 
eine starke Hemmung im Bereich von 1:64000 und 1:250000. 

Allen den genannten Substanzen ist eine gute regenerations¬ 
hemmende Wirkung eigen, die nahe der Toxizitätsgrenze einen 
Hemmeffekt von 50 — 70% erzeugt. Doch gelingt es in der Regel 
nicht, durch die Anwendung eines Hemmstoffes allein, eine totale 
Hemmung eines Regenerates zu erzielen, was sich in Hemm¬ 
effekten von 85—100% und dem Unterbleiben der Regeneration 
nach 10 Tagen äussern würde. Colchicin und Chinoxalin 3576 
machen in dieser Hinsicht eine Ausnahme. 

Wenn nun eine grössere Zahl von Aminosäureanalogen oder 
anderen Hemmstoffen des Proteinumsatzes vorliegt, so ist zum 
vornherein anzunehmen, dass diese Körper nicht alle an denselben 
Prozessen ansetzen. Eine Kombination solcher Histostatica sollte 
weiter gehende Hemmeffekte hervorrufen als die einzelnen Stoffe. 
Diese Annahme hat sich für den Fall des Seeigelkeimes als richtig 
erwiesen, da dort durch Stoffkombinationen sowohl antimitotische 
als auch differenzierungshemmende Wirkungen wesentlich ver¬ 
stärkt werden konnten (Lehmann und Bretscher 1951). Neuer¬ 
dings haben Dietrich und Shapiro (1953) gefunden, dass auch 
carcinostatische Effekte durch Kombination von zwei anti¬ 
enzymatischen Stoffen stark gesteigert werden konnten. 

2. Steigerung des regenerationshemmenden Effektes ohne Zu¬ 
nahme der Toxizität bei Kombination verschiedener Hemmstoffe. — 
Methodisch bin ich bei der Prüfung der Kombinationseffekte 
analog vorgegangen wie bei den Seeigelversuchen (Lehmann und 
Bretscher 1951). Es wurden einerseits 2—3 Konzentrationsstufen 
jeder der beiden Komponenten des Stoffpaares für sich geprüft 
und dann die entsprechenden Konzentrationsstufen des einen 
Stoffes, denen bestimmte Mengen des zweiten Stoffes zugefügt 
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waren. Dieses Kombinationsschema ermöglicht zunächst eine über¬ 
sichtliche graphische Darstellung der Konzentrations-Wirkungs¬ 
beziehung für die StofTpartner, wie für die Kombinationen und 
ferner können die Ergebnisse der einzelnen Felder des Kombina¬ 
tionsschemas auf ihre statistische Signifikanz geprüft werden. Für 
die Methoden des hier angewandten Regenerationstestes sei auf 
Lehmann und Bretscher (1952) verwiesen. 

Als besonders wirksam hat sich die Kombination des Amino¬ 
ketons 9 mit Colchicin erwiesen (s. Tabelle 1 und 
Abb. 1 a). Während die reinen Stoffe eine ausgesprochene Hem¬ 
mung bei starker Variabilität produzierten, sind in den Stufen 1/1 
und 1/2 der Kombination von insgesamt 10 Tieren 9 ohne Regenerat 
aufgetreten und zwar ohne grosse Variabilität und ohne sichtbare 
Schädigung der Tiere. Hier ist also eine totale Hemmung 
der Regeneration eingetreten. Ferner ist der Hemmungsgrad in 
den konzentrierten Stufen der Kombination wesentlich höher als 
in den entsprechenden Stufen der ungemischten Stoffe. 

Tabelle 1. Ergebnis der Kombination des Aminoketon 9 mit Colchicin. 

Von den reinen Lösungen wurden je 3 Konzentrationen geprüft, von der 
kombinierten Lösung (mittlere Zeile) sämtliche 6 in Frage kommenden Stufen 
(1/1 bis 1/32) der geometrischen Verdünnungsreihe. In jeder Stufe befanden 
sich 5 Tiere und im destillierten Wasser 10 Kontrolltiere. Messung am lO.Tag. 
x = absolute Mittelwerte der 5 Messungen. Die Prozentwerte geben den 
Hemmungsgrad an (s. Text). 
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Fast ebenso wirksam war der entsprechende Versuch mit der 
Kombination Aminoketon 5-Colchicin. Die mitt¬ 
leren Hemmeffekte waren in der Kombination 1/1 91%, in den 
entsprechenden reinen Stoffen 46% für das Aminoketon und 59% 


a 




b 

Abb. 1. 

a) Hemmeffekt der Kombination Aminoketon 9-Colchicin und ihrer beiden 
Komponenten. Auf der Ordinate sind Prozentwerte der Hemmwerte, auf 
der Abszisse die Konzentrationen des Aminoketons 9 und des Golchicins 
in logarithmischer Darstellung eingetragen, links die schwächste und 
rechts die stärkste Konzentration, s.a. Tabelle 1. Sehr starker kombina¬ 
tiver Effekt. 

b) Hemmeffekte der Kombination Aminoketon 9-Chinoxalin und ihrer beiden 
Komponenten. Darstellung wie in Abb. 1 a). Sehr starker kombinativer 
Effekt. 
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für das Colchicin. Total Gehemmte traten in der Stufe 1/1 der 
Kombination 3 auf (von 5 Tieren), während von den reinen Stoffen 
nur das Colchicin 1 total Gehemmten ergab und das Aminoketon 
gar keinen. 

Ähnlich wirksam war die Kombination Aminoke ton 9 - 
Chinoxalin (Abb. 1 b). In der Stufe 1/1 war der durch- 



Abb. 2. 

Hemmeffekte der Kombination Chinoxalin-Colchicin und ihrer beiden 
Komponenten. Deutlicher kombinativer Effekt. 

Darstellung wie in Abb. 1. 

schnittliche Hemmeffekt 90% mit 3 total Gehemmten, während 
im Chinoxalin die Hemmung nur 43% und im Aminoketon 41% 
betrug. Auch die Stufen 1/2 und 1/4 ergaben wesentlich stärkere 
Hemmeffekte als die reinen Stoffe. 

Aminoketon 5-Chinoxalin gab analoge Effekte 
wie Aminoketon 9-Chinoxalin. Die Stufe der Kombination 1/1 
mit 91% Hemmung und 4 total Gehemmten war wesentlich wirk¬ 
samer als die Stufen des Chinoxalins mit 1 total Gehemmten und 
durchschnittlich 64% Hemmung und des Aminoketons mit 45% 
Hemmung ohne total Gehemmte. 

Schliesslich erzielte auch die Kombination Chinoxalin- 
Colchicin sehr starke Hemmwirkungen (Abb. 2). Die Stufe 
1/1 der Kombination ergab bei 100% Hemmung 5 total Gehemmte, 
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a 

AMINOKE TON 5 - CoSO, 18.2.53. 




conc. Chin. 250 12 5 64 T 

b 

Abb. 3. 

a) Hemmeffekte der Kombination Aminoketon 5-Kobaltsulfat. In Abweichung 
von der Darstellung der Abb. 1 und 2 ist auf der Abszisse nur die Konzen¬ 
tration von Aminoketon 5 eingetragen. Die unterste Kurve stellt die 
Wirkung des Aminoketons 5 ohne Zusatz dar, die nächste die Wirkung von 
Aminoketon 5 kombiniert mit CoS0 4 1: 250 000 und die oberste Kurve 
die Wirkung von Aminoketon 5 mit CoS0 4 1: 64 000. Der kombinative 
Effekt überschreitet 70% Hemmwert nicht. 

b) Hemmeffekte der Kombination Tyrosinol-Chinoxalin. Dieselbe Dar¬ 
stellung wie Abb. 3 a. Schwacher kombinativer Effekt. 
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während die entsprechenden Stufen der reinen Stoffe für Chinoxalin 
bei 91% Hemmung 3 total Gehemmte und für Colchicin bei 85% 
Hemmung 3 total Gehemmte lieferte. Die Stufe 1/2 der Kombina¬ 
tion lieferte bei 96% Hemmung ebenfalls 5 total Gehemmte. 
In der Stufe 1/4 waren noch 3 total Gehemmte bei einem Hemm¬ 
effekt von 75%. Die Vergleichsstufen der reinen Stoffe gaben für 
Chinoxalin nur noch 7% und für Colchicin 21% Hemmung, so dass 
auch hier ein sehr wesentlicher kombinativer Hemmeffekt erzielt 
wurde. In der Kombination Colchicin-Glucosamin 
zeigten vor allem die Stufen mit starkem Glucosamin-Zusatz (1:500) 
gegenüber den reinen Colchicinstufen deutlich mehr total Gehemmte. 

3. Geringe kombinative Effekte von histostatischen Substanz - 
paaren. — Nicht mit allen geprüften Substanzpaaren ist es gelungen 
totale Hemmeffekte zu erzielen. So verursachte die Kombination 
CoS0 4 -Aminoketon 5 (Abb. 3 a) und CoS0 4 -Aminoketon 9 wohl 
Steigerung des Hemmeffektes, aber eine totale Hemmung der 
Regeneration kam nicht zu Stande. Ähnliches wurde auch für 
die Kombination Tyrosinol-Chinoxalin (Abb. 3 b) gefunden. Die 
Kombination E 9-Tyrosinol ergab nur in einer Stufe eine schwache 
Wirkungssteigerung, während die übrigen Stufen gleiche Hemm¬ 
effekte wie die entsprechenden Stufen der reinen Stoffe aufwiesen. 

4. Die Bedeutung kombinativer Substanzeffekte bei der Beein¬ 
flussung komplexer morphogenetischer Vorgänge . — Unsere bis jetzt 
ausgeführten Versuche an Seeigelkeimen und regenerierenden 
Xenopusschwänzen haben gezeigt, dass die morphogenetischen 
Effekte von Substanzkombinationen über das hinausgehen können, 
was die einzelnen Partner eines Substanzpaares bewirken. D i e 
Wahrscheinlichkeit, das Regenerations¬ 
geschehen völlig zu unterdrücken ohne dass 
die Versuchstiere letal geschädigt werden, 
ist für S u b s t a n z p a a r e wesentlich grösser 
als für einzeln angewandte Hemmstoffe. 
Das spricht für die Vermutung, dass das Regenerationsgeschehen 
ein Prozess ist, der auf verschiedenen Teilprozessen beruht. Gelingt 
es, mehrere dieser Teilprozesse simultan oder sukzessiv zu treffen 
ist die Chance viel grösser, die Schwelle zu unterschreiten, unter¬ 
halb derer ein Anlaufen des Regenerationsprozesses nicht mög¬ 
lich ist. 
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Das Ergebnis der verschiedenen Kombinationsversuche lässt 
erkennen, dass der kombinative Effekt gewisser Substanzpaare 
ausserordentlich stark ist, während andere Kombinationen keine 
wesentliche Wirkungssteigerung ergeben. Hier wird die weitere 
Analyse anzusetzen haben. Einmal können aus der Phasen¬ 
spezifität der Wirkung und den histologischen Veränderungen 
wesentliche Anhaltspunkte gewonnen werden. So wirken die 
Aminoketone auf die frühe migratorische Periode. Das Colchicin 
beeinflusst die anschliessende mitotische Phase. Die Kombination 
der beiden StofTtypen kann totale Hemmung bewirken, indem 
beide Phasen sukzessive getroffen werden. Entsprechend steht es 
mit dem Chinoxalin. Es trifft die spätere Phase der Regeneration. 
Die Kombination entweder mit Aminoketonen oder Colchicin 
ergibt eine Beeinflussung sowohl früher wie später Phase und 
damit sehr hohe Wirkungsgrade. 

Dann stehen hinter diesen histogenetischen Leistungen bio¬ 
chemische Vorgänge als begrenzende Faktoren. Eine weitere Auf¬ 
gabe wird es sein müssen, das biochemische Geschehen zu erfassen, 
das durch die wirksamen Hemmstoffe getroffen wird. Hier ist 
insbesondere an den Proteinumsatz zu denken, da die von uns 
verwendeten Hemmstoffe zum grösseren Teil aus dem Kreis von 
Stoffen stammen, die in den Proteinumsatz als Aminosäuren- 
Analoge oder als Ferment-Analoge eingreifen könnten. 
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N° 20. P. S. Chen und E. Hadorn, Zürich. — Verglei¬ 
chende Untersuchungen über die freien Amino¬ 
säuren in der larvalen Haemolymphe von Drosophila , 
Ephestia und Corethra . (Mit 2 Textabbildungen und 3 
Tabellen.) 

Zoologisch-vergl. anatomisches Institut der Universität Zürich. Ausge¬ 
führt und herausgegeben mit Unterstützung der Georges und Antoine 
Claraz-Schenkung . 

1. Problemstellung. — In neueren Untersuchungen über die 
biochemische Auswirkung von Mutationen bei Drosophila (Hadorn 



